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(54) Title: HUMAN-CD28 SPECIFIC MONOCLONAL ANTIBODIES FOR ANTIGEN NON-SPECIFIC ACTIVATION OF 
T-LYMPHOCYTES 

(54) Bezeichnung: HUMAN-CD28 SPEZIFISCHE MONOKLONALE ANTIKORPER ZUR ANTIGENUNSPEZIFISCHEN 
AKTIVIERUNG VON T-LYMPHOZYTEN 

(57) Abstract 

The invention relates to human-compatible monoclonal antibodies, which are specific against human-CD28 and which activate 
non-specifically human-T-lymphocytes of several to all sub-groups without occupying an antigen receptor of said human-T-lymphocytes. 

(57) Zusammcnfassung 

Die Erfindung lehrt human vertragliche monoklonale AntikOrper, welche gegen Human-CD28 spezifisch sind und Hu- 
man-T-Lymphozyten mehrerer bis aller Untergruppen ohne Besetzung eines Antigenrezeptors der Human-T-Lymphozyten und somit 
antigenunspezifisch aktivieren. 
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Human-CD28 spezifische monoklonale Antikorper zur 
antigenunspezif ischen Aktivierung von T-Lymphozyten 

5 Beschreibung: 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper, welche fur 
Human-CD28 spezifisch sind und T-Lymphozyten ohne Besetzung 
eines Antigenrezeptors der T-Lymphozyten und somit antigen- 
ic) unspezifisch aktivieren, Hybridomzellen zur Herstellung 
solcher Antik6rper, ein Verfahren zur Herstellung solcher 
Antikorper sowie Verwendungen solcher Antikorper. - Als 
monoklonale Antikorper sind Antikorper bezeichnet, die von 
Hybrid-Zellinien (sog. Hybridomen) produziert werden, die 
15 durch Fusion einer Antikorper produzierenden B-Zelle 

tierischer oder menschlicher Herkunft mit einer geeigneten 
Myelom Tumorzelle entstanden sind. Als CD28 wird ein auf 
T-Lymphozyten menschlicher und tierischer Herkunft expri- 
miertes Zelloberf lachenmolekiil bekannter Aminosauresequenz 
20 bezeichnet, dem im Rahmen der internationalen "Human 

Leukocyte Typing Workshops 11 das Kiirzel CD28 gegeben wurde. 
Mit Aktivierung von T-Lymphozyten ist die Vermehrung der 
Stof fwechselaktivitat, Vergrolierung des Zellvolumens, 
Synthese immunologisch wichtiger Molekule und Eintritt in die 
25 Zellteilung (Proliferation) von T-Lymphozyten auf einen 
aufieren Reiz hin gemeint. Beispielsweise werden diese 
Vorgange durch Besetzung des CD28-Molektils auf T-Zellen durch 
besondere CD28-spezif ische monoklonale Antikorper ausgelost. 
Die Aktivierung von T-Lymphozyten mit den beschriebenen 
30 Begleiterscheinungen ist Teil der physiologischen Immun- 

reaktion, kann dort aber in pathologischen Situationen aufier 
Kontrolle geraten (lymphoprolif erative Erkrankungen) , oder 
unzureichend sein ( Immundef izienz) . 
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Zum Verstandnis der Erfindung ist zunachst folgender 
technologischer Hintergrund wichtig. Die Aktivierung ruhender 
T-Zellen zur Proliferation und f unktionellen Dif f erenzierung 
erfordert zunachst die Besetzung zweier Oberf lachenstruk- 
5 turen, sogenannter Rezeptoren: 1. des Antigenrezeptors, der 
von Zelle zu Zelle eine unterschiedliche Spezifitat besitzt 
und fur die Erkennung von Antigenen, z. B. viralen Spalt- 
produkten, notwendig ist; sowie des auf alien ruhenden 
T-Zellen gleichermaften exprimierten CD28 Molektils, welches 

10 naturlicherweise an Liganden auf der Oberflache anderer 
Zellen des Immunsystems bindet. Man spricht von der 
"Kostimulation" der antigenspezif ischen Immunreaktion durch 
CD28. In Zellkultur konnen diese Vorgange nachgestellt werden 
durch Besetzung des Antigenrezeptors sowie des CD28-Molekuls 

15 mit geeigneten monoklonalen Antikorpern. Im klassischen 
System der Kostimulation fuhrt weder die Besetzung des 
Antigenrezeptors noch die des CD28-Molekuls allein zur 
T-Zellproliferation, die Besetzung beider Rezeptoren ist 
jedoch effektiv. Diese Beobachtung wurde an T-Zellen des 

20 Menschen, der Maus und der Ratte gemacht. 

Monoklonale Antikorper der eingangs genannten Art sind 
bekannt. Eine "direkte", d. h. von der Besetzung des Anti- 
genrezeptors unabhangige Aktivierung ruhender T-Lymphozyten 

25 durch CD28-spezif ische monoklonale Antikorper, wurde in 
folgenden Systemen beobachtet: in der Literaturstelle 
Brinkmann et al., J. Immunology, 1996, 156: 4100-4106 wurde 
gezeigt, daft ein sehr kleiner Anteil (5 %) menschlicher 
T-Lymphozyten, die den fur ruhende T-Lymphozyten typischen 

30 Oberflachenmarker CD45 RO tragen, durch den "klassischen" 
CD28-spezif ischen monoklonalen Antikorper 9.3 bei Zusatz des 
Wachstumsfaktors Interleukin-2 (IL-2) ohne Besetzung des 
Antigenrezeptors aktiviert wird. In der Arbeit von Siefken et 
al w Cellular Immunology, 1997, 176: 59-65, wurde gezeigt, 
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daft ein auf konventionellem Wege, d.h. durch Immunisierung 
von Mausen mit menschlichen T-Zellen, hergestellter 
CD28-spezifischer monoklonaler Antikorper in Zellkultur eine 
Untergruppe menschlicher T-Zellen ohne Besetzung des 
5 Antigenrezeptors zur Proliferation aktivieren kann, wenn CD28 
durch diesen monoklonalen Antikorper besetzt wird und die 
zellgebundenen monoklonale Antikorpermolekiile zusatzlich 
durch weitere Antikorper miteinander vernetzt werden. In 
beiden Fallen sind die beschriebenen Antikorper zunachst 
10 grundsatzlich nicht zum Einsatz in der Humanmedizin geeignet, 
da es sich urn Maus Antikorper handelt. Weiterhin ist beiden 
beschriebenen Antikorpern gemeinsam, daft nur ein sehr kleiner 
Anteil der T-Zellen "direkt" aktivierbar ist. 

15 In der Arbeit von Tacke et al., Eur. J. Immunol., 1997, 
27:239-247 wurden zwei Arten von CD28-spezif ischen mono- 
klonalen Antikorpern mit unterschiedlichen f unktionellen 
Eigenschaften beschrieben: "klassische Antikorper", die die 
Aktivierung ruhender T-Zellen nur bei. glei-chzeitiger 

20 Besetzung des Antigenrezeptors kostimulieren; und "direkte", 
die ohne Besetzung des Antigenrezeptors T-Lymphozyten aller 
Klassen in vitro und im Versuchstier zur Proliferation 
aktivieren konnen. Beide insofern bekannte monoklonale 
Antikorper ruhren aus einer Immunisierung mit Zellen, auf 

25 denen Ratten-CD28 exprimiert ist und sind durch auf ihre 
jeweiligen beschriebenen Eigenschaften gerichtete unter- 
schiedlichen Selektionen erhaltlich. Ferner wird in dieser 
Literaturstelle gezeigt, daft CD28-spezif ische monoklonale 
Antikorper, die den direkt aktivierenden Effekt besitzen, 

30 viel langsamer als klassische CD28-spezif ische monoklonale 
Antikorper an T-Lymphozyten binden; die Bindung an eine 
Mausfibroblasten-Zellinie (L-929) , an deren Oberflache das 
CD28-Molekul ktinstlich durch Transfektion exprimiert wird, 
erfolgt jedoch fur klassische und "direkt" stimulierende 
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CD28-spezifische monoklonale Antikorper mit der gleichen 
Geschwindigkeit . Da.raus wird gefolgert, daI3 die insofern 
bekannten "direkt" stimulierenden CD28-spezif ischen 
monoklonalen Antikorper eine aktive Form des CD28-Molekiils 
5 erkennen, deren Vorliegen auf ruhenden T-Zellen durch einen 
bisher unbekannten Mechanismus unterdruckt wird, die aber bei 
Expression des Molekuls in nicht-T Tumorzellinien zuganglich 
ist. Die insofern bekannten monoklonalen Antikorper sind 
jedoch einerseits gegen Ratten-CD28 spezifisch und 
10 andererseits Maus-Antikorper . Sie eignen sich daher aus 

beiden Grunden nicht fur therapeutische Zwecke beim Menschen. 

Gegeniiber dem Stand der Technik gemaft der beiden erst- 
genannten Literaturstellen liegt der Erfindung das technische 
!5 Problem zugrunde, "direkte" Human-CD28 spezifische mono- 
klonale Antikorper zur Verfugung zu stellen, die zum einen 
auch humanvertraglich sind und die zum anderen Human T-Zellen 
in breitem Umfang zu aktivieren vermogen. 

20 

Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Erfindung 
humanvertragliche monoklonale Antikorper, welche fur 
Human-CD28 spezifisch sind und Human-T-Lymphozyten mehrerer 
bis aller Untergruppen ohne Beset zung eines Antigenrezeptors 
der Human-T-Lymphozyten und somit antigenunspezif isch ak- 
tivieren, vorzugsweise mit humanen konstanten Komponenten. - 
Konstante Komponenten eines Antikorpers sind Bereiche, die 
nicht fur die Antigenerkennung bedeutsam sind, im Gegensatz 
zu den variablen Bereichen, die die Antigenspezif itat eines 
^ Antikorpers definieren. Konstante Komponenten unterscheiden 
sich jedoch bei Antikdrpern verschiedener Arten und folglich 
auch Tieren und Menschen. Die konstanten Bereiche eines An- 
tikorpers mussen jenen von Antikorpern eines Organismus ent- 
sprechen, der mit den Antikorpern behandelt werden soil, urn 
vertraglich zu sein. Erf indungsgemafte monoklonalen Antikorper 
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sind daher einerseits humanvertraglich, sei es per se oder 
durch Humanisierung und konnen andererseits zur Behandlung 
verschiedener Krankheiten, die auf zu geringer T-Lymphozyten- 
Aktivitat beruhen, dienen, da die Antikorper gegen Human-CD28 
5 spezifisch sind und da die Aktivierung der T-Lymphozyten um- 
fassend ist. 

Unter die Erfindung fallen selbstverstandlich verschiedenste 
Derivate von monoklonalen Antikorpern, sofern die beanspruch- 

10 ten Merkmale erfullt sind. Unter Derivaten von monoklonalen 
Antikorpern sind Modif ikationen des monoklonalen Antikorpers 
zu verstehen, die durch ubliche biochemische oder gentech- 
nische Manipulationen erzeugt wurden. Dies ist beispielsweise 
gegeben mit der Humanisierung eines monoklonale Antikorpers 

15 der Maus durch partiellen Ersatz struktureller (konstanter) 
Komponenten des Maus-Antikorpers durch solche eines 
menschlichen. 

Im einzelnen sind erf indungsgemafie monoklonale Antikorper 
20 erhaltlich durch: A) Herstellung von zur Produktion von 
monoklonalen Human-CD28 spezifischen Tier-Antikorpern 
befahigten Hybridomzellen im Wege einer Immunisierung mit 
nicht-T-Tumorzelllinien, auf welchen Human-CD28 exprimiert 
ist, B) ggf. Humanisierung der aus Hybridomzellen gemafi Stufe 
25 A erhaltlichen monoklonalen Tier-Antikdrper durch bio- 

chemischen oder gentechnologischen Austausch konstanter Kom- 
ponenten der Tierantikorper gegen analoge konstante 
Komponenten eines menschlichen Antikorpers bzw. Austausch den 
Komponenten entsprechender Gene der Hybridomzellen, C) Sez- 
30 ernierung der Antikorper in Hybridomzell-Kulturen und 

Isolierung der Antikorper daraus oder Produktion der Antikor- 
per durch Injektion der Hybridomzellen in Tiere, beispiel- 
sweise Mause, und Isolierung der Antikorper aus der 
Korperflussigkeit der Tiere. - Der Kern der Erfindung besteht 
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gegenuber den nachstliegenden Literaturstellen Brinkmann et 
al., J. Immunology,. 1996, 156: 4100-4106, und Siefken et al., 
Cellular Immunology, 1997, 176: 59-65, demnach in der Erk- 
enntnis, daft eine "direkte" Aktivierung praktisch aller T- 
5 Lymphozyten dann erreichbar ist, wenn die monoklonalen An- 
tikorper durch Immunisierung mit nicht-T Tumorzellen, auf 
welchen Human-CD28 exprimiert ist, erhalten sind, anstelle 
einer Immunisierung mit T-Zellinien. Denn so konnen monoklon- 
ale Antikorper erhalten werden, die nicht nur gegen Human- 

10 CD28 spezifisch sind, sondern auch eine "direkte" Aktivierung 
in beachtlichem Umfang bewirken. Im einzelnen weisen er- 
findungsgemafie monoklonale Antikorper Spezifitat fiir Determi- 
nanten des menschlichen CD28-Molekiils auf, die auf dem 
naturlicherweise exprimierten CD28-Molekul schwer zuganglich 

15 sind und deren Besetzung durch die neuartigen monoklonale 
Antikorper zur Aktivierung der T-Zellen fuhrt. Unter einer 
Determinante ist der Bereich eines Molekuls zu verstehen, der 
durch die Bindungsspezif itat eines oder mehrerer Antikorper 
definiert wird. 

20 

Die grundsatzliche Vorgehensweise bei der Herstellung von 
Hybridomzellen, bei der Huraanisierung sowie bei der Produk- 
tion der monoklonalen Antikorper aus (humanisierten) Hybri- 
domzellen ist dem Fachmann gut vertraut und braucht hier 

25 nicht naher erlautert zu werden. Grundsatzlich sind alle ins- 
besondere fiir die Herstellung der Hybridomzellen ublichen, 
bekannten und frei verfugbaren Zellinien einsetzbar. Zur Her- 
stellung der monoklonalen Antikorper kommt grundsatzlich ne- 
ben der folgend beschriebenen Vorgehensweise die dem Fachmann 

30 im Detail gut gelaufige rekombinante Expression in Frage. 

Im einzelnen ist es bevorzugt, wenn die zur Produktion von 
monoklonalen Human-CD28 spezifischen Tier-Antikorper 
befahigten Hybridomzellen erhaltlich sind durch a) Schaffung 
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eines Plasmids mittels Insertion von Human-CD28 cDNA in den 
pHUAPr-l-neo Vector nach Excision des Sall-Hindlll Fragments 
und Herstellung von Protoplasten aus Escherichia coli 
(MC1061), welche das Plasmid tragen, b) Fusionierung der Pro- 
5 toplasten mit Maus A20J und/oder L929 Tumorzellen mittels 
Polyethylenglykol, c) Kultivierung der in Stufe b erhaltenen 
transfektierten Zellen, d) Screenen der transf ektierten Maus 
A20J und/oder L929 Zellen auf die Expression von Human CD28 
und Selektion von Human-CD28 exprimierenden Maus A20J 

10 und/oder L929 Zellen, e) Immunisierung von BALB/c Mausen mit 
den Human-CD28 exprimierenden Maus A20J und/oder L929 Zellen 
(beispielsweise durch Injektionen 6 x i.p. und anschliefiend 1 
x i.v.), f) Entnahme von Milzzellen der so immunisierten 
Mause und Fusionierung der Milzzellen mit ( "nonproducer"-, 

15 d.h. keine Antikorper produzierenden) Zellen der Zellinie 
X63-Ag 8.653 mittels Polyethylenglykol, g) Selektierung der 
so erhaltenen Hybridomzellen mit der Maiigabe, daft im Uber- 
stand selektierter Hybridomzellen Antikorper enthalten sind, 
die an Human CD28 exprimierende Maus A20J und/oder L929 Zel- 

20 len binden und h) Kultivierung/Subclonierung der in Stufe g 
erhaltenen selektierten Hybridomzellen. Anstelle der Stufen 
a) bis d) konnen selbstverstandllch aber auch andere dem 
Fachmann gelaufige Expressionsysteme eingesetzt werden. 
Human-CD28 cDNA ist frei erhaltlich von Dr. A. Aruffo und Dr. 

25 B. Seed, die die Sequenz und auch folgende Literaturstelle 
veroffentlicht haben: Aruffo, A., and Seed, B, 1987, "Molecu- 
lar cloning of a CD28 cDNA by a high efficiency COS cell ex- 
pression system", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:8573. Dieser 
Literaturstelle ist daher im einzelnen die Herstellung der 

30 Human-CD28 cDNA entnehmbar. Daruberhinaus kann unschwer jeder 
Fachmann mit Hilfe der in der Genbank deponierten Sequenz und 
der Polymerasekettenreaktion sehr einfach und schnell einen 
Human-CD28 cDNA Klon herstellen. Der pHIiAPr-l-neo Vector ist 
frei erhaltlich von den Authoren der Literaturstelle Gunning, 
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P, et al., 1987, "A human fi-actin expression vector system 
directs high-level accumulation of antisense transcripts", 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:4831. "neo" steht dabei fur 
Neomycin-Resistenz . Die Stufe c) wird daher in Anwesenheit 
5 von Neomycin durchgef iihrt . Die vorstehend angesprochenen Zel- 
linien und/oder Mikroorganismen sind frei verfilgbar und kau- 
flich erwerbbar bei der American Type Culture Collection 
(ATCC) . Beziiglich Escherichia coli (MC1061) wird erganzend 
auf die Literaturstelle Meissner, P.S., et al., 1987, "Bacte- 
10 riophage gamma cloning system for the construction of direc- 
tional cDNA libraries", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:4171, 
verwiesen . 

Gegenstand der Erfindung sind demnach auch gemali Patentan- 
15 spruch 4 Hybridomzellen sowie ein Verfahren zur Herstellung 
von erf indungsgemalien Antikorpern gemali der Patentansprtiche 5 
und 6 . 

Von eigenstandiger Bedeutung ist aber im Rahmen der Erfindung 
20 die Verwendung von erf indungsgemalien monoklonalen Antikorpern 
zur Herstellung von Arzneimitteln, insbesondere zur Behand- 
lung von Erkrankungen mit pathologisch erniedrigten 
CD4-T-Zellzahlen, wie AIDS oder bei Stammzelltransplantation 
nach Chemotherapie von leukamischen Erkrankungen, zur Poten- 
25 zierung und/oder qualitativen Beeinf lussung von Immunreak- 
tionen bei Schutzimpfungen und/oder zur Beeinf lussung der 
Qualitat der T-Zellreaktion, insbesondere zur Beeinf lussung 
der Produktion verschiedener Ef f ektormolekule, beispielsweise 
Zytokine und Chemokine und ihre Rezeptoren, bei beispiel- 
30 sweise Autoimmunerkrankungen und AIDS. Die galenische Her- 
richtung der Arzneimittel fur die verschiedenen Verab- 
reichungsformen ist dem Fachmann gut bekannt und braucht hier 
nicht naher erlautert zu werden. Als Qualitat der T- 
Zellreaktion ist insbesondere die Produktion bestimmter 
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Zytokinmuster zu verstehen, die z.B. pro- oder anti- 
inf lammatorisch wirksam sein konnen oder selektiv zur Produk- 
tion bestimmter Immunglobulinklassen in B-Lymphozyten fiihren 
konnen (klassische Beispiele fur verschiedene Qualitaten der 
5 T-Zellreaktion sind die f unktionellen TH1 und TH2 Phanotypen, 
wie folgend in Beispielen beschrieben) . Die Erfindung umfalit 
auch Verfahren zur Heilung der vorstehend und nachstehend 
genannten Krankheiten unter Verwendung erf indungsgemafier 
monoklonaler Antikorper. 



Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausf uhrungsbei- 
spielen naher erlautert. Insbesondere wird die Herstellung 
erf indungsgemafier monoklonaler Antikorper beschrieben. In 
diesen Ausf uhrungsbeispielen werden auch Screeningverf ahren 
15 im einzelnen deutlich, mit welchen erf indungsgemafie monoklon- 
ale Antikorper bzw. zugrundeliegende Hybridomzellen selek- 
tiert werden konnen. Aus den folgenden Beispielen werden auch 
erf indungsgemafie therapeutische Einsatzmoglichkeiten 
deutlich . 

20 

Die dargestellten Experimente bzw. die Beispiele zu den 
Wirkungen von "direkten" CD28-spezif ischen monoklonalen An- 
tikorpern wurden im Tiermodell der Ratte durchgef uhrt , wobei 
als Beispiel fur einen "klassischen" CD28»spezif ischen An- 

25 tikorper der monoklonale Antikorper JJ319 und als Beispiel 
fur einen "direkt" aktivierenden der monoklonale Antikorper 
JJ316 eingesetzt wird. Beide Antikorper sind frei verfugbar 
und kauflich erwerbar von der Firma Pharmingen, San Diego, 
USA. JJ319 und JJ316 Antikorper sind im ubrigen erhaltlich 

30 gemafi der Literaturstelle M. Tacke et al., Immunology, 1995, 
154: 5121-5127, auf welche hiermit ausdrucklich Bezug genom- 
men wird, auch im Hinblick auf Details der Herstellung von 
Hybridomzellen und monoklonalen Antikorpern. 



10 
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Beispiel 1 

In diesem Beispiel wird die Herstellung erf indungsgemafter , 
5 d.h. human-CD28-spezif ischer monoklonaler Antikorper naher 
erlautert. Diese werden folgend auch als CMY-2 bezeichnet. 
Human CD28 aus einer cDNA Bibliothek wurde in A20J und/oder 
L929 Zellinien rekombinant exprimiert. Zunachst wurde hierzu 
ein Plasmid mittels Insertion von Human-CD28 cDNA in den 

10 pHfiAPr-l-neo Vector nach Excision des Sall-Hindlll Fragments 
geschaffen. Aus Escherichia coli (MC1061) wurden Protoplasten 
hergestellt, welche das Plasmid tragen. Dann erfolgte eine 
Fusionierung der Protoplasten mit Maus A20J und/oder L929 
Tumorzellen mittels Polyethylenglykol . Die so erhaltenen 

15 transf ektierten Zellen wurden auf ubliche Weise kultiviert. 
Anschlieilend erfolgte ein Screenen der transf ektierten Maus 
A20J und/oder L929 Zellen auf die Expression von Human-CD28 
und Selektion von Human-CD28 exprimierenden Maus A20J 
und/oder L929 Zellen. 

20 

Der Nachweis der erf olgreichen Expression erfolgte mit Hilfe 
eines konventionellen, kommerziell erhaltlichen fluores- 
zenzmarkierten Antikorpers mit Spezifitat fur Human CD28 
(9. 3-Phykoerythrin) . Als Negativkontrolle wurden nicht trans- 

25 fizierte A20J- bzw. L929-Zellen mit dem gleichen Antikorper 
gefarbt. Die Transf ektanten (A20J-CD28 und L929-CD28) zeigten 
eine hohere Fluoreszenzintensitat . Da nicht alle Zellen CD28 
positiv waren, wurden CD28»positive Zellen subkloniert und 
zur Immunisierung verwendet. Wie in Fig. 1 an der Ver- 

30 schiebung der Punktwolken nach oben in den beiden rechten 
Diagrammen erkennbar, reagierten diese Zellen mit dem 
kauflichen Antikorper, druckten also Human CD28 an ihrer 
Oberf lache aus . 
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Die A20J Human-CD28 Zellinie wurde zur Immunisierung von 
BALB/c Mausen verwendet. Zellfusion und screening wurden wie 
folgt durchgef iihrt : i) Immunisierung von BALB/c Mausen mit 
den Human-CD28 exprimierenden Maus A20J Zellen (Injektionen 6 
5 x i.p. und anschliefiend 1 x i.v.). ii) Entnahme von 

Milzzellen der so immunisierten Mause und Fusionierung der 
Milzzellen mit Zellen der Zellinie X63-Ag 8.653 mittels 
Polyethylenglykol . iii) Selektierung der so erhaltenen 
Hybridomzellen mit der Maftgabe, daft im Oberstand selektierter 
10 Hybridomzellen Antikorper enthalten sind, die an Human-CD28 
exprimierende Maus A20J und/oder L929 Zellen binden. 

Als read-out diente die Anfarbung einer Mischung aus CD28 
transf izierten und untransf izierten Maus L929 Tumorzellen. 

15 Fig. 2 zeigt, daft der auf diesem Weg isolierte monoklonale 
Antikorper CMY-2 transf izierte und untransf izierte Zellen 
durch unterschiedliche Fluoreszenzintensitat unter- scheidet. 
Das dif f erentielle Screening auf Antikorper gegen 
Human-CD28 erfolgte wie folgt. Je 50 pi tiberstand von 

20 kultivierten Zellhybridomen wurden entnommen und mit einem 
Gemisch aus L929-Zellen und L929-CD28-Transf ektanten 15 min 
inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit DaMIg-PE 
angefarbt. Teil A zeigt die Negativkontrolle . Die Zellen 
wurden nur mit DaMIg-PE inkubiert. Teil B zeigt die Farbung 

25 mit einem Oberstand, der leicht positiv war, aber keinen 
Unterschied bei beiden Zellen zeigt. Teil C zeigt die mit 
einem Oberstand von CMY-2 gefarbten Zellen. 

In nicht dargestellten Experimenten wurden periphere 
30 Blutzellen des Menschen mit dem neu isolierten CMY-2 und dem 
"klassischen" CD28-spezif ischen Antikorper 9.3 gefarbt. Es 
wurde ein identisches Expressionsmuster auf den Subpopula- 
tionen menschlicher Blutzellen gefunden. 
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Zusammengef aftt zeigen die Experimente, daft CMY-2 ein human 
CD28-spezif ischer Antikorper ist. 

CMY-2 wurde sodann mit aus peripherem Blut auf circa 80 % 
5 angereicherten menschlichen T-Lymphozyten auf klassische 
kostimulierende und auf "direkt" stimulierende Aktivitat 
getestet. Die T-Zellprolif eration wurde durch Einbau von 
5 H-Thymidin zwischen dem 2. und 3. Tag der Kultur gemessen. 
Folgende Ergebnisse wurden erzielt: 

10 

Kostimulation : 

Unstimulierte Zellen 276 cpm 

CD3-spezif ischer Antikorper 3111 cpm 

15 CD3-spezif ischer Antikorper + CMY-2 51676 cpm 



Direkte Stimulation : 

Solid-phase anti-mouse Ig 379 cpm 

Solid-phase anti-mouse Ig + Kontroll-mAk 258 cpm 
20 Solid-phase anti-mouse Ig plus CMY-2 19115 cpm 

Zur Erlauterung: Anti-CD3 sorgt fur T-Zellrezeptor- 
Stimulation (CD3 ist Teil des TCR-Komplexes) . CMY-2 wurde in 
Form eines nicht auf gereinigten Kulturuberstandes (50% 
25 Endvolumen) verwendet. Erf ahrungsgemaft ist die dabei zu 
erwartende effektive mAk-Konzentration suboptimal fur eine 
direkte Aktivierung, aber ausreichend fur die Kostimulation. 
Das Experiment zeigt, daft CMY-2 direkt aktivierende 
Eigenschaf ten hat - 

30 

Erf indungsgemafte Hybridomzellen, welche CMY-2 produzieren, 
sind bei der DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig, 
unter der Nummer DSM ACC2353 (20.05.1998) hinterlegt worden. 
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Beispiel 2 

5 In diesem Beispiel wird die immunmodulierende Wirkung von 
"direkten" CD28-spezif ischen monomlonalen Antikorpern naher 
erlautert. Zielrichtung der Experimente ist der Nachweis der 
Leitzytokine der TH2 Zellen, namlich IL-4 und IL-10, als 
Folge der direkten Aktivierung in vitro und in vivo. IL-4 ist 

10 entscheidend fur die Kooperation der TH2-Zellen mit 

B-Lymphozyten, fur die Dif f erenzierung weiterer CD4 T-Zellen 
zu TH2-Zellen und damit die Polarisation des Immunsys terns weg 
von der Entzundungs- und hin zur humoralen Immunreaktion, und 
IL-10 ist der zentrale Faktor fur die Unterdruckung 

15 inf lammatorischer (TH1) Reaktionen. Es sind nur die 

wichtigeren Ergebnisse der in vivo Behandlung von Ratten 
dargestellt. In vitro wurden sogar noch deutlichere Effekte 
gef unden. 

20 Fig. 3 zeigt das exprimierte Zytokinprof il von Lymphknoten 
und Milzzellen junger LEW-Ratten drei Tage nach i. p. 
Injektion des direkt aktivierenden mAk JJ316 f des 
Kostimulators JJ319, des TCR-spezif ischen mAk R73 oder des 
Vehikels PBS. Die Darstellung ist ein sogenannter RNAse 

25 Protektionstest, in dem radioaktiv markierte antisense 
mRNA-Proben durch Hybridisierung mit der aus dem Gewebe 
extrahierten RNA vor dem Abbau zugesetzter RNAse geschutzt 
werden. Diese geben auf dem Gel definierte Banden und 
erlauben, auf einen Blick das exprimierte Zytokinprof il auf 

30 mRNA Ebene eines Gewebes zu uberblicken. Die beiden kleinsten 
Fragmente, L32 und GADPH, sind "Haushaltsgene" , deren 
gleichformige Expression zur Kontrolle gleich grofier Mengen 
eingesetzter RNA in den einzelnen Ansatzen dient. Der Test 
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wurde mit einem kommerziell von der Firma Pharmingen 
erhaltlichen Kit durchgef uhrt . 

JJ316, aber nicht JJ319 oder R73, induzieren massiv IL-10 
5 und, in einem geringeren Ausmaft, IL-4 mRNA. Die Effekte sind 
in der Milz besonders deutlich, aber auch im Lymphknoten 
sichtbar . 

In Fig. 4 wird das Zytokin IL-4 auf Protein- und gleichzeitig 
10 auf Einzelzellebene durch durchf lulizytophotometrische Analyse 
nachgewiesen . Die Zellen werden zu diesem Zweck zunachst mit 
mAk gegen das Oberf lachenmolekiil CD4 gefarbt, dann fixiert 
und permeabilisiert , so daft in einer anschlieftenden 
zytoplasmatischen Farbung mit einem IL-4-spezif ischen mAk, 
15 der mit einem zweiten Fluorochrom markiert ist, das IL-4 

Protein nachgewiesen werden kann. Die Auswertung erfolgt im 
Durchf luftzytophotometer, jeder Punkt stellt eine Zelle dar. 
Die eingefiihrten Quadranten stellen die Grenzen zwischen 
Hintergrund und positiver Reaktion dar. Die Methodik ist aber 
20 auch detailliert im Katalog der Firma Pharmingen beschrieben. 

Wie die Fig. 4 zeigt, induziert die Injektion des mAk JJ316, 
nicht aber die des klassischen Kostimulators JJ319 die 
Produktion von IL-4 in einem substantiellen Anteil der 
25 isolierten CD4 T-Zellen. 



In Fig. 5 wird eine biologische Auswirkung der erhohten IL-4 
Produktion gezeigt: Das Niveau an nachweisbaren Antikorpern 
der Klasse IGE steigt als Folge der Behandlung mit mAk JJ316 
30 deutlich an und belegt die in vivo Effektivitat der von 
"direkten" CD28-spezif ischen monoklonalen Antikorper 
induzierten IL-4 Sekretion. 
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Die Figuren 6 und 7 zeigen sogenannten EMSAs (Electrophoretic 
Mobility Shift Assays) zum Nachweis der Induktion von 
Transkriptionsf aktoren, die die Entwicklung von anti-inf lam- 
matorischen TH2-Zellen fordern. Die Technik ist folgende. 
5 T-Zellen werden unterschiedlich lange in vitro stimuliert, 
dann werden die Proteine aus den Zellkernen in Losung 
gebracht und mit einer radioaktiv markierten kurzen Gensonde 
inkubiert, deren Sequenz sie als Transkriptionsf aktoren 
erkennen sollten. Nach Inkubation wird das Gemisch auf einem 
10 Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die ungebundene markierte 
Gensonde lauft unten aus dem Gel heraus (hier nicht zu 
sehen) . Banden wie die hier abgebildeten sind z. T. 
unspezifisch (uberall vorhanden) oder selektiv induziert 
(starke, schwache Signale je nach Stimulus) . 

15 

Aus der Betrachtung der Figuren 6 und 7 wird folgendes 
deutlich. Sowohl mit einer GATA3-spezif ischen wie mit einer 
c-Maf-ResponseElement-spezif ischen Probe zeigt sich 
verstarkte Induktion bei Kostimulation (TCR + classical CD28) 

20 sowie direkter Stimulation ("direct" CD28) im Vergleich zur 
Stimulation nur tiber den T-Zellrezeptor (TCR) . Zusammenfas- 
send laftt sich sagen, daft Stimulation des CD28-Molekuls die 
Expression dieser Transkriptionsf aktoren im Zellkern fordert, 
und daft dies auch ohne TCR-Stimulation durch direkte 

25 CD28-Stimulation moglich ist, Zur Bedeutung dieser Faktoren 
fur die Dif f erenzierung von TH2-Zellen wird auf Current 
Opinion in Immunology 1997, 9:776-781, verwiesen. 

Die vorstehend im einzelnen erlauterten Zusammenhange zur 
30 immunregulierenden bzw. immunmodulierenden Wirkung "direkter" 
CD28-spezif ischer monoklonaler Antikorper hinsichtlich der 
Bildung von TH1 und/oder TH2 Zellen machen diese folglich 
besonders geeignet zur Herstellung von Arzneimitteln zur 
Behandlung von solchen Immunreaktionen abhangiger 
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Krankheiten. Dies sind grundsatzlich <alle allergisch-inf lam- 
matorischen sowie autoimmun-inf lammatorischen Krankheits- 
bilder. Zu ersterem gehoren beispielsweise die unter der 
Bezeichnung "Inflammatory Bowel Disease" (IBD) zusammenge- 
5 faftten entzundlichen Darmerkrankungen und Kontaktdermatitis . 
Zu letzterem gehoren Typ I Diabetes und Multiple Sklerose. 
Auch ist zu erwarten, daft eine starke Stimulation des 
menschlichen CD28 Molekuls durch erf indungsgemafte monoklonale 
Antikorper in der Lage ist, HIV I infizierte T-Zellen zu 
10 heilen. Denn dadurch konnen von den Viren als zellulare 

Korezeptoren benutzte Chemokinrezeptoren abgeschaltet und die 
Produktion von Chemokinen, die an solche Rezeptoren binden 
und sie damit fur HIV I Viren blockieren, induziert werden. 



15 

Beispiel 3 

Fig. 8 zeigt die proliferative Antwort ungetrennter 
Lymphknotenzellen der Ratte auf den "direkt" stimulierenden 

20 

CD28-spezif ischen monoklonalen Antikorper (JJ316) und das 
Ausbleiben einer solchen Antwort bei Einsatz eines 
"klassischen " CD28-spezif ischen monoklonalen Antikorpers 
(JJ319) . Die Zellen wurdenzwei Tage lang in 0,2 ml Medium 
(RPMI 1640, erhaltlich von GIBCO/BRL, enthaltend 5 % FCS 

25 

[fetal calf serum] ) in An- oder Abwesenheit der angegebenen 
Zusatze bei einer Dichte von 1 Mio. Zellen pro ml im begasten 
Brutschrank kultiviert. Die Zellteilungsaktivitat wurde durch 
den Einbau radioaktiv markierten Thymidins (1 pCi/Ansatz fur 
16 Std., ICi = 37GBq, Bestimmung mit ft-Detektor) bestimmt. 

30 

Im Gegensatz zu verof f entlichten Resultaten (Siefken et al., 
Cellular Immunology, 1997, 176: 59-65) zeigt dieses Ergebnis, 
daft es fur die T-Zell-Aktivierung durch direkt aktivierende 
CD28-spezif ische monoklonale Antikorper nicht notwendig ist, 
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diese artifiziell durch einen zweiten Antikorper miteinander 
zu vernetzen. Vielmehr reicht die Anwesenheit von nicht-T- 
Zellen aus lymphoiden Organen, namlich von B-Lymphozyten und 
sogenannten akzessorischen Zellen, urn eine direkte Akti- 
5 vierung durch loslich zugegebene CD28-spezif ische monoklonale 
Antikorper zu ermoglichen. Wahrscheinlich geschieht dies 
durch Bindung der monoklonale Antikorper an sogenannte 
Fc-Rezeptoren dieser nicht-T-Zellen . Dieses Ergebnis ist eine 
wichtige Voraussetzung fur den thera- peutischen Einsatz 
10 "direkt" stimulierender CD28-spezif ischer monoklonale Anti- 
korper, in dem eine artifizielle Vernetzung mit anti-Immun- 
globulin Antikorpern im Gesamtorganismus nicht praktikabel 
ist. 

15 Beispiel 4. 

"Direkt" aktivierende CD28-spezif ische monoklonale Antikorper 
ftihren zu einer Erhohung der CD4 T-Zellzahl im intakten 
Organismus. Fig. 9 zeigt dies fur Lymphknoten der Ratte, die 

20 am Tag 0 1 mg des "direkt" stimulierenden CD28-spezif ischen 
monoklonale Antikorpers (JJ316) oder des "klassischen" CD28- 
spezifischen monoklonalen Antikorpers (JJ319) erhalten 
hatten. Mit erf indungsgemafien direkt aktivierenden mono- 
klonalen Antikorpern mit Spezifitat fur Human-CD28, und deren 

25 Fahigkeit, die Vermehrung von T-Lymphozyten zu stimulieren, 
werden ganz analoge Effekte erreicht. Dies kann dann 
insbesondere in Situationen Anwendung finden, in denen der 
Anteil von CD4 T-Zellen pathologisch erniedrigt ist und dem 
Normalniveau wieder angenahert werden soil. Solche Situa- 

30 tionen sind insbesondere im Krankheitsbild von AIDS und nach 
Chemotherapie und Knochenmarkstransplantation gegeben. Im 
vorliegenden Beispiel ist die CD4 T-Zellzahl nur voruber- 
gehend erhoht; das liegt daran, dafi gesunde Tiere mit 
normalen CD4 T-Zellzahlen behandelt wurden. Die aufgrund der 
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Prolif erationsstimulierung "uberschiissigen" Zellen werden 
durch homoostatische Mechanismen abgebaut . 

5 Beispiel 5. 

Wie aus den vorstehenden aus den Figuren 5-7 gezogenen 
Schlufifolgerungen zu erwarten, sind direkt aktivierende 
CD28-spezif ische monoklonale Antikorper therapeutisch 

10 einsetzbar, u.a. zur Verhinderung einer inf lammatorischen 
Autoimmunreaktion. Fig. 10 zeigt ein Experiment hierzu, und 
zwar zur sogenannten Adjuvans Arthritis in der Ratte, einem 
Modellsystem fur bestimmte Formen der rheumatoiden Arthritis 
beim Menschen. "Paw volume increase" gibt die Zunahme des 

15 Volumens der Pfoten an. "Days" steht fur Tage. "Healthy"-Da- 
tenpunkte geben Werte fur gesunde Tiere an. Zur Isotyp-Kon- 
trolle wurde ein monoklonaler Antikorper der gleichen 
Immunglobulinklasse mit Spezifitat fur ein irrelevantes 
menschliches Zelloberf lachenmolekul verwendet. AA steht fur 

20 Adjuvans Arthritis. PBS steht fur "phosphate buffered 

saline". W3/25 steht fur einen monoklonalen Antikorper mit 
Spezifitat fur das CD4 Molekul der Ratte. Die Adjuvans 
Arthritis wird durch sogenannte THl-Zellen vermittelt. 
THl-Zellen entstehen aus ruhenden CD4 T-Zellen im Verlauf der 

25 Aktivierung unter dem Einflufi bestimmter loslicher Faktoren 
des Immunsystems, sogenannter Zytokine. Die Gegenspieler der 
THl-Zellen sind die anti-inf lammatorisch wirkenden TH2-Zel- 
len, deren Entstehung durch andere Zytokine gesteuert wird. 
Bei dem in Fig. 10 und 11 gezeigten Versuch wurde die 

30 Entstehung der Adjuvans Arthritis, abgelesen an der Gelenk- 
schwellung (Fig. 10) und dem arthritischen Index (Fig. 11) 
nach Immunisierung mit Mykobakterien in Adjuvans, durch den 
"direkt" aktivierenden CD28-spezif ischen monoklonale Anti- 
korper JJ316 fast vollstandig unterdruckt. Der "klassische" 
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CD28-spezif ische monoklonale Antikorper (JJ319) hatte den 
gegenteiligen Effekt, d. h. er verschlechterte das Krank- 
heitsbild. Daraus ist erkennbar, auch zur Anwendung beim 
Menschen, dafi durch die Applikation konventioneller bzw. 
5 erfindungsgemaiier "direkt" stimulierender CD28-spezi~ fischer 
monoklonaler Antikorper die Immunreaktion beeinflufit werden 
kann, hier im Sinne einer "Immundeviation" zu TH1 bzw. TH2. 
Mit anderen Worten ausgedruckt , konnen erf indungsgemafie 
monoklonale Antikorper, aber auch "klassische" monoklonale 
10 Antikorper, die ftir Human-CD28 spezifisch sind (und/oder 
durch Immunisierung mit T-Zellen erhaltlich sind) eine 
Immunmodulation bewirken. Ein solcher Einsatzzweck 
"klassischer" monoklonaler Antikorper ist ebenfalls nicht 
bekannt. 

15 

Daher betrifft die Erfindung schliefJlich auch die Verwendung 
von gegen Human-CD28 spezifischen monoklonalen Antikorpern 
(erhaltlich nach vorstehenden grundsatzlichen Verfahrens- 
weisen, bei Immunisierung mit Human-CD28 exprimierenden 
20 T-Zellinien oder nicht-T-Zellinien) zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Modulation von Immunreaktionen, und zwar 
Immunsupression (beispielsweise mit Human-CD28 Analogen zu 
JJ319) oder Immunverstarkung (beispielsweise mit Human-CD28 
Analogen zu JJ316 wie CMY-2) . 



30 
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Patentanspriiche : 



1. Humanvertragliche monoklonale Antikorper, welche fur 

5 Human-CD28 spezifisch sind und Human-T-Lymphozyten mehre- 
rer bis aller Untergruppen ohne Besetzung eines Antigen- 
rezeptors der Human-T-Lymphozyten und somit 
antigenunspezif isch aktivieren. 

10 

2. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 1, die erhaltlich 
sind durch 

A) Herstellung von zur Produktion von monoklonalen 
Human-CD28 spezifischen Tier-Antikorpern 

15 befahigten Hybridomzellen im Wege einer Immunis- 

ierung mit nicht-T-Tumorzelllinien, auf welchen 
Human-CD28 exprimiert ist, 

B) ggf . Humanisierung der aus Hybridomzellen gemafi 
Stufe A erhaltlichen monoklonalen Tier-Antikorper 

20 durch biochemischen oder gentechnologischen Aus- 

tausch konstanter Komponenten der Tierantikorper 
gegen analoge konstante Komponenten eines 
menschlichen Antikorpers bzw. Austausch den Kompo- 
nenten entsprechender Gene der Hybridomzellen, 

25 C) Sezernierung der monoklonalen Antikorper in 

Hybridomzell-Kulturen und Isolierung der monoklon- 
alen Antikorper daraus oder Produktion der monok- 
lonalen Antikorper durch Injektion der 
Hybridomzellen in Tiere, beispielsweise Mause, und 

30 Isolierung der monoklonalen Antikorper aus der 

Korperf lussigkeit der Tiere. 
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3. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
zur Produktion von monoklonalen Human-CD28 spezifischen 
Tier-Antikorpern befahigten Hybridomzellen erhaltlich sind 
durch 

a) Schaffung eines Plasmids mittels Insertion von 
Human-CD28 cDNA in den pHftAPr-l-neo Vector nach 
Excision des Sall-Hindlll Fragments und Herstel- 
lung von Protoplasten aus Escherichia coli 
(MC1061), welche das Plasmid tragen, 

b) Fusionierung der Protoplasten mit Maus A20J 
und/oder L929 Tumorzellen mittels 
Polyethylenglykol, 

c) Kultivierung der in Stufe b erhaltenen transfek- 
tierten Zellen, 

d) Screenen der transf ektierten Maus A20J und/oder 
L929 Zellen auf die Expression von Human-CD28 und 
Selektion von Human-CD28 exprimierenden Maus A20J 
und/oder L929 Zellen, 

e) Immunisierung von BALB/c Mausen mit den Human- 
CD28 exprimierenden Maus A20J und/oder L929 
Zellen, 

f) Entnahme von Milzzellen der so immunisierten Mause 
und Fusionierung der Milzzellen mit Zellen der 
Zellinie X63-Ag 8.653 mittels Polyethylenglykol, 

g) Selektierung der so erhaltenen Hybridomzellen mit 
der Maftgabe, daft im Oberstand selektierter Hybri- 
domzellen Antikorper enthalten sind, die an 
Human-CD28 exprimierende Maus A20J und/oder L929 
Zellen binden und 

h) Kultivierung/Subclonierung der in Stufe g erhal- 
tenen selektierten Hybridomzellen. 
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4) Hybridomzellen zur Herstellung von monoklonalen Antikorper 
nach einem der Anspruche 1 bis 3, die durch folgende Ver- 
fahrensschritte erhaltlich sind: 

a) Schaffung eines Plasmids mittels Insertion von 

5 Human-CD28 cDNA in den pMJAPr-l-neo Vector nach 

Excision des Sall-Hindlll Fragments und Herstel- 
lung von Protoplasten aus Escherichia coli 
(MC1061), welche das Plasmid tragen, 

b) Fusionierung der Protoplasten mit Maus A20J 
0 und/oder L929 Tumorzellen mittels 

Polyethylenglykol, 

c) Kultivierung der in Stufe b erhaltenen transfek- 
tierten Zellen, 

d) Screenen der transf ektierten Maus A20J und/oder 

5 L929 Zellen auf die Expression von Human-CD28 und 

Selektion von Human-CD28 exprimierenden Maus A20J 
und/oder L929 Zellen, 

e) Immunisierung von BALB/c Mausen mit den Human- 
CD28 exprimierenden Maus A20J und/oder L929 

0 Zellen, 

f ) Entnahme von Milzzellen der so immunisierten Mause 
und Fusionierung der Milzzellen mit Zellen der 
Zellinie X63-Ag 8.653 mittels Polyethylenglykol 
und 

5 g) Selektierung der so erhaltenen Hybridomzellen mit 

der MaAgabe, daJJ im Uberstand selektierter Hybri- 
domzellen Antikorper enthalten sind, die an 
Human-CD28 exprimierende Maus A20J und/oder L929 
binden . 



5) Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpe 
nach einem der Anspruche 1 bis 3 mit folgenden 
Verf ahrenstuf en: 
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25 



23 



A) Herstellung von zur Produktion von monoklonalen 
Human-CD28 spezifischen Tier-Antikdrpern 
befahigten Hybridomzellen im Wege einer Immunis- 
ierung mit nicht-T-Tumorzelllinien, auf welchen 
Human-CD28 exprimiert ist, 

B) ggf. Humanisierung der aus Hybridomzellen gemafi 
Stufe A erhaltlichen monoklonalen Tier-Antikorper 
durch biochemischen oder gentechnologischen Aus- 
tausch konstanter Komponenten der Tierantikorper 
gegen analoge konstante Komponenten eines 
menschlichen Antikorpers bzw. Austausch den Kompo 
nenten entsprechender Gene der Hybridomzellen, 

C) Sezernierung der monoklonalen Antikorper in 
Hybridomzellen-Kulturen und Isolierung der monok- 
lonalen Antikorper daraus oder Produktion der 
monoklonalen Antikorper durch Injektion der Hybri 
domzellen in Tiere, beispielsweise Mause, und 
Isolierung der monoklonalen Antikorper aus der 
Korperf liissigkeit der Tiere. 



Verfahren nach Anspruch 5, wobei die zur Produktion von 
monoklonalen Human-CD28 spezifischen Tier-Antikorper 
befahigten Hybridomzellen in folgenden Verf ahrensstuf en 
hergestellt werden: 

a) Schaffung eines Plasmids mittels Insertion von 
Human-CD28 cDNA in den pHUAPr-l-neo Vector nach 
Excision des Sall-Hindlll Fragments und Herstel- 
lung von Protoplasten aus Escherichia coli 
(MC1061), welche das Plasmid tragen, 

b) Fusionierung der Protoplasten mit Maus A20J 
und/oder L929 Tumorzellen mittels 
Polyethylenglykol, 
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c) Kultivierung der in Stufe b erhaltenen transfek- 
tierten Zellen, 

d) Screenen der transf ektierten Maus A20J und/oder 
L929 Zellen auf die Expression von Human-CD28 und 

5 Selektion von Human-CD28 exprimierenden Maus A20J 

und/oder L929 Zellen, 

e) Immunisierung von BALB/c Mausen mit den Human- 
CD28 exprimierenden Maus A20J und/oder L929 
Zellen, 

10 f) Entnahme von Milzzellen der so immunisierten Mause 

und Fusionierung der Milzzellen mit Zellen der 
Zellinie X63-Ag 8.653 mittels Polyethylenglykol 
und 

g) Selektierung der so erhaltenen Hybridomzellen mit 
15 der Maftgabe, daft im Uberstand selektierter Hybri- 

domzellen Antikorper enthalten sind, die an 
Human-CD28 exprimierende Maus A20J und/oder L929 
Zellen binden. 



20 



25 



7) Verwendung von monoklonalen Antikorpern nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 zur Herstellung eines Arneimittels zur 
therapeutischen Behandlung des menschlichen Korpers. 



8) Verwendung nach Anspruch 7 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Behandlung von Erkrankungen mit patholo- 
gist erniedrigten CD4-T-Zellzahlen, insbesondere AIDS 
oder nach Stammzelltransplantation nach Chemotherapie von 
30 leukamischen Erkrankungen. 
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9) Verwendung nach Anspruch 7 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Potenzierung und/oder qualitativen Beein- 
flussung von Immunreaktionen bei Schut zimpf ungen . 

5 

10) Verwendung nach Anspruch 7 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Beeinf lussung der Qualitat der T- 
Zellreaktion, insbesondere zur Beeinf lussung der Produk- 
tion verschiedener Ef fektormolekule, beispielsweise Zy- 

10 tokine und Chemokine und ihre Rezeptoren, bei 
beispielsweise Autoimmunerkrankungen und AIDS. 

11) Verwendung von monoklonalen Antikorpern nach einem der 
15 Anspruche 1 bis 3 zur Behandlung von Krankheiten des 

menschlichen Korpers. 

12) Verfahren zur therapeutischen Behandlung des menschliche 
20 Korpers, wobei monoklonale Antikorper nach einem der An- 

spriiche 1 bis 3 verwendet werden. 
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